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Cultivo in vitro de células derivadas de pele em mamiferos silvestres - estado da arte
In vitro culture of wild mammals skin derived cells - state of art

M.L.T. Santos, A.A. Borges, M.V.O. Santos, L.B. Queiroz Neta, M..F. Oliveira, A.R. Silva,
A.F. Pereira'

Universidade Federal Rural do Semi-Arido, UFERSA, Mossord, RN, Brasil.
'Correspondéncia: alexsandra.pereira@ufersa.edu.br

Resumo

O cultivo de células somaticas derivadas da pele consiste numa técnica de relevante aplicabilidade,
tanto para a investigagdo basica quanto para o uso em biotécnicas reprodutivas. Além disso, o cultivo de células
da pele derivadas de mamiferos silvestres tem sido uma etapa interessante na formagéo de criobancos, visando a
preservagdo da biodiversidade genética. Assim, o objetivo desta revisdo é apresentar os progressos técnicos
alcancados no cultivo de células somaticas em mamiferos silvestres, destacando as principais varia¢des
encontradas nos meios e evidenciando os avangos em algumas espécies.
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Abstract

The culture of somatic cells derived from skin is a technique of important applicability, both for basic
research and for the use in reproductive biotechnologies. Moreover, skin cell culture derived from wild
mammals has been an interesting step to build a cryobank, aimed at preserving genetic biodiversity. Thus, the
aim of this review is to present the technical progress achieved in the somatic cell culture in wild mammals,
highlighting the main variances found in the media and showing the progress in some species.
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Introducao

O cultivo in vitro de células somaticas em animais silvestres visa principalmente a formacdo de
criobancos, resultando numa alternativa para a manutengdo da biodiversidade. Intimeras razdes justificam o
emprego de células somaticas para a conservacdo de espécies, como a facilidade de obtencdo de amostras, a
preservagdo de um maior nimero de individuos ¢ a manutengdo de uma maior variabilidade genética (Men et al.,
2012). Além disso, pode auxiliar no processo de proliferagdo de uma populagdo por meio da clonagem e fornece
dados para a pesquisa gendmica (Guan et al., 2010).

Os primeiros estudos em animais, avaliando os fendmenos in vivo com técnicas in vitro, foram aqueles
desenvolvidos por Harrison (1908), cultivando células embrionarias em anfibios. Posteriormente, com o
aprimoramento das condigdes assépticas de manipulagdo, formulagdo de meios adequados e desenvolvimento de
técnicas precisas de analises, o cultivo celular tornou-se ferramenta importante para todas as espécies.

A partir de 1999, pesquisas utilizando células derivadas de espécies silvestres foram desenvolvidas.
Nesse contexto, Liu et al. (1999) iniciaram estudos sobre o cultivo de células musculares esqueléticas de panda-
gigante (Ailuropoda melanoleuca). No mesmo ano, Chen et al. (1999) cultivaram, além dessas células, aquelas
oriundas do epitélio uterino e da glandula mamaria, objetivando otimizar a transferéncia nuclear de células
somaticas (TNCS) nessa espécie. Posteriormente, Han et al. (2003) analisaram o ciclo de fibroblastos de panda-
gigante, comparando métodos de sincronizagdo celular para o estadio do ciclo em GO e/ou G1 visando ao uso em
TNCS. No mesmo ano, o cultivo com células da pele de gato-silvestre-africano (Felis silvestris lybica) foi
realizado, objetivando a TNCS e tendo como base estudos em gatos domésticos (Gomez et al., 2003). Assim,
nesse periodo e nos quatro anos seguintes, a maioria dos estudos relacionados ao cultivo de células derivadas da
pele de animais silvestres foi associada a TNCS, como em furdio (Mustela putorius furos), usando células fetais
(Li et al., 2003) e adultas, no goral-himalaio (Naemorhedus goral; Hashem et al., 2006), no veado-vermelho
(Cervus elaphus; Berg et al., 2007) e no tigre-siberiano (Panthera tigris altaica; Song et al., 2007). Outros
exemplos interessantes do emprego de células somaticas na obtencéo de crias clones puderam ser evidenciados
em mamiferos silvestres. Em 2001, Loi et al. obtiveram uma cria normal ap6s procedimentos de TNCS usando
citoplastos derivados de ovinos domésticos e carioplastos do Ovis orientalis musimon. J4 em 2007, Kim et al.
produziram dois individuos Canis lupus, indicando a clonagem como uma ferramenta apropriada na conservacao
de espécies em vias de extingdo. Finalmente, em 2009, Folch et al. produziram o primeiro clone de uma
subespécie extinta, a Capra pyrenaica pyrenaica.

Posteriormente, estudos de células da pele de mamiferos silvestres voltaram-se principalmente para o
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estabelecimento e a conservagdo de criobancos (Santymire, 2016), além de estabelecer pardmetros basicos
celulares para cada espécie, auxiliando na TNCS. Dessa maneira, esta revisdo apresenta como propoésito
discriminar os progressos técnicos alcangados no cultivo de células somaticas em mamiferos silvestres.

Aspectos técnicos da obtencio, do cultivo e das aplicacdes de células somaticas

O cultivo in vitro de células somaticas derivadas da pele inicia-se pela colheita de fragmentos teciduais.
Para tanto, esses fragmentos podem ser obtidos de animais vivos (Leén-Quinto et al., 2014) ou post mortem (Oh et al.,
2008). Nesse ultimo caso, informagdes sobre a causa € o tempo post mortem sao importantes para os procedimentos
assépticos. Em geral, temperaturas de 4°C durante o transporte até o processamento sdo as mais adequadas (Silvestre
et al., 2003). Adicionalmente, como solucgdo de transporte dos fragmentos pode ser usada a solugdo tampao fosfato
ou meios de cultivo acrescidos de antibidticos e antimicdticos (Guan et al., 2010; Borges et al., 2015).

Para ambas as situagdes (animais vivos ou post mortem), antes da colheita dos fragmentos, a regido que
sera manipulada no animal devera ser higienizada e tricotomizada. Fragmentos teciduais podem ser recuperados
da regido auricular (Panthera tigris tigris; Guan et al., 2010), abdominal (C. lupus; Oh et al., 2008) ¢ em regides
especificas, como couro cabeludo (C. elaphus; Berg et al., 2007) ou utilizando dardos (Hippocamelus bisulcus;
Tovar et al., 2008) ou ainda de origem fetal (Lynx pardinus; Le6n-Quinto et al., 2014).

Apbs a colheita, no laboratoério, as bidpsias devem ser lavadas em meio de cultivo, suplementado com
antibidticos, tampdes e fontes proteicas. Depois, a determinagdo do tamanho do fragmento e o protocolo de
isolamento sdo critérios importantes (Xia et al., 2013). Os fragmentos utilizados como explantes geralmente
possuem a partir de 1,0 mm’ (Song et al., 2007). Contudo, existem varia¢des dependentes da disponibilidade do
tecido, como ocorre para a colheita de fragmentos de pele de H. biculcus, uma espécie silvestre nativa do Chile
(Tovar et al., 2008).

Apods a obtencdo dos fragmentos, estes sdo colocados em placas contendo meio e incubados em
condigdes de temperatura ¢ umidade adequadas (5% de CO; e 95% de O, a 37-39°C). A partir de entdo, as
células sdo monitoradas a cada 24 ou 48h, a fim de ser observada a confluéncia celular € o consumo de meio
(Le6n-Quinto et al., 2014). Ao atingir uma confluéncia, realiza-se o subcultivo (Song et al., 2007; Guan et al.,
2010). Apds o estabelecimento e a formagao do banco de células, estas podem ser utilizadas para TNCS para a
conservagdo (Folch et al., 2009) ou o estudo dos mecanismos genéticos entre espécies domésticas e silvestres
(Dong et al., 2015). Para ambas as situagdes, células recuperadas podem ser criopreservadas por congelacdo
lenta, usando crioprotetores como dimetilsulféxido a 10% sozinho ou em associacdo com sacarose a 0,1M ou
0,2M (Léon-Quinto et al., 2014). Em P. tigres tigris, a viabilidade das células ndo foi afetada apds a
criopreservacao, apresentando valores de 97,6 e 95,7%, antes e apos a congelacdo (Guan et al., 2010).

Meios e suplementacdes usados no cultivo de células somaticas

A escolha do meio de cultivo é extremamente relevante, afetando significativamente o sucesso da
proliferagdo celular. Atualmente, para as células da pele, o meio essencial minimo modificado por Dulbecco
(DMEM), associado a diferentes suplementagdes, principalmente o soro fetal bovino, SFB (Guan et al., 2010),
além de glicose e fator de crescimento epidermal (Ledn-Quinto et al., 2014), tem sido comumente empregado.

Independentemente das combinagdes para a elaboragdo do meio, sais inorganicos, aminoacidos,
carboidratos, proteinas, peptideos, acidos graxos, lipideos, vitaminas, tamponantes e antibidticos sdao os
componentes basicos necessarios, além das suplementacdes. Para o estabelecimento de células somaticas
oriundas da pele de animais silvestres, o uso de meios de cultivo semissintéticos, com vitaminas, sais minerais,
proteinas do soro, carboidratos e cofatores, sdo aplicados (Tab. 1).

Tabela 1. Cultivo in vitro de células somaticas da pele em alguns mamiferos silvestres.

Espécie Origem Tipo celular Finalidade Meio base, SFB Referéncia
Bubalus arnee Adulta Célula epitelial TNCS DMEM, 20% SFB Saini et al., 2015
Canis lupus Adulta Fibroblasto TNCS DMEM 10% SFB Oh et al., 2008
Cervus elaphus Adulta Fibroblasto TNCS DMEM, 10% SFB Berg et al., 2007
Felis silvestris lybica Adulta Fibroblasto TNCS DMEM, 10% SFB Gomez et al., 2003
Mustela putorius furos Fetal Fibroblasto TNCS DMEM, 10% SFB Lietal., 2003
Naemorhedus goral Adulta Fibroblasto Ciclo celular DMEM, 10% SFB  Hashem et al., 2006
Pecari tajacu Adulta Célula epitelial ~ Criopreservagdo ~ DMEM, 10% SFB Borges et al., 2015
Panthera tigris Adulta Fibroblasto TNCS DMEM, 10% SFB Song et al., 2007
Lynx pardinus Fetal/Adulta Fibroblasto Caracterizagio DMEM, 15% SFB  Leodn-Quinto et al.,

2011,2014
Panthera tigris tigris Adulta Fibroblasto Criopreservagdo ~ DMEM, 10% SFB Guan et al., 2010
Rhyncholestes Adulta Fibroblasto Biobanco DMEM, 30% SFB Tovar et al., 2008
raphanurus; Oncifelis
guigna
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Os aminoacidos essenciais, como a glutamina, devem ser adicionados ao meio de cultivo de células da
pele a fim de fornecer energia para o metabolismo secundario (Li et al., 2003), e os aminoacidos ndo essenciais
também podem ser acrescentados ao meio (Kim et al., 2007).

Ja os carboidratos sob a forma de agucares sdo a principal fonte de energia, dentre os quais, a glicose é
um dos mais empregados (Ledn-Quinto et al., 2014). Além disso, como fontes proteicas mais presentes, t€m-se a
albumina, a transferrina e a fibronectina (Brunner et al., 2010). Finalmente, em relagdo as vitaminas, estas sao
adicionadas ao meio, promovendo crescimento e proliferacdo celular.

Contudo, para manter as condigdes 6timas de cultivo, faz-se necessaria a manutengao do pH a partir de
tamponantes. Nesse processo, podem ser utilizadas uma ou mais combinagdes, como a utilizagdo de
tamponamento natural, controlando as condigdes atmosféricas, ou a adi¢do de tamponantes quimicos. Nesse
caso, ¢ utilizado o bicarbonato de soédio (NaHCOj3;), mantendo o pH em torno de 7,2-7,4 em condi¢Ges
atmosféricas controladas (Kim et al., 2007; Oh et al, 2008). J& o HEPES (4- (2-hidroxietil-1-
piperazinoetanossulfonico) mantém essa faixa de pH, ndo necessitando de atmosfera controlada (Shipman,
1969).

A principal fonte proteica largamente utilizada para o cultivo de células é o SFB. Na composi¢do do
soro sdo encontrados: proteinas de transporte, de adesdo, de espalhamento, enzimas, hormdnios, fatores de
crescimento, citocinas, acidos graxos, lipideos, vitaminas, carboidratos e nitrogénio de origem ndo proteica
(Brunner et al., 2010). Contudo, a concentragdo de cada componente ndo ¢ definida, uma vez que ela varia
dependendo do lote em que o soro foi produzido.

Para a criacdo de biobancos e em casos em que se deseja acelerar a proliferagdo celular ou existe
dificuldade na captura do animal e, consequentemente, na obteng@o do tecido, tem sido avaliada a concentracdo
de SFB de 10, 15 e 20%, como observado para o lince-ibérico (L. pardinus; Léon-Quinto et al., 2011), de 20%
também em bufalo-d’agua-selvagem (Bubalus arnee; Saini et al., 2015) e de 30% em espécies nativas do Chile
(Tovar et al., 2008). Concentragdes superiores a 20% podem conter variagdes nas propor¢des dos componentes e
diferentes quantidades de endotoxinas e hemoglobina (Brunner et al., 2010).

Um estudo interessante na investiga¢do de requerimentos do cultivo in vitro de explantes auriculares de
pele foi realizado em L. pardinus (Léon-Quinto et al., 2011). Nesse trabalho, os autores testaram duas diferentes
estratégias de cultivo celular (explantes nio tratados e tratados com colagenase) e varias combinagdes de
suplementagdes (SFB, glicose, fator de crescimento epidermal, EGF, e fator de crescimento de fibroblastos,
FGF), verificando que o SFB a 15%, a glicose a 4,5 g/L e o EGF a 10 ng/mL podem ser empregados no cultivo
in vitro de explantes ndo tratados.

Analise das células somaticas em cultivo

Viarias ferramentas podem ser empregadas para avaliar o cultivo de células somaticas, desde
caracteristicas morfologicas a atividade metabdlica/funcional durante o cultivo primario e subcultivos. Em geral,
a morfologia ¢ um dos parametros qualitativos mais importantes, uma vez que pardmetros normais de
morfologia, geralmente, estdo associados a expressdo normal de produtos de diferenciagdo celular. Algumas
alteracdes decorrentes da apoptose podem ser observadas a um nivel basico utilizando-se microscopio de luz (Oh
et al., 2008; Guan et al., 2010; Chen et al., 2015).

Assim, podem ser quantificados parametros relacionados a qualidade do cultivo primario, como a
eficiéncia do plaqueamento dos explantes, pela fixagdo/aderéncia; e do desprendimento e crescimento celular ao
redor do explantes, podendo-se, em ambas as avaliacdes, observar o nimero de explantes com esse
comportamento até o subcultivo (Ledn-Quinto et al., 2011). Nesse processo, a determinacdo da concentragdo
celular e do numero de dias necessarios para se atingir a confluéncia de 70-90% também pode ser considerada
um parametro de avaliacdo do cultivo primdrio (Song et al., 2007). Em se tratando de células epiteliais, tem-se
observado o crescimento celular numa faixa de cinco a 14 dias ap6s a fixa¢ao do explante (Hu et al., 2013; Liu et
al., 2014). Para mamiferos silvestres, esse padrao também ¢ valido, como em P. tigris tigris, observando-se o
crescimento de cinco-12 dias (Guan et al., 2010).

Outra ferramenta importante para avaliar a qualidade do cultivo seria a determinacdo do tempo de
duplicagdo da populagdo (PDT) juntamente com a elaboragdo de uma curva de crescimento. Esse processo pode
ser realizado de quatro a 11 dias, dependendo das condigdes em que as células se encontram (Singh e Ma, 2014).
Para fibroblastos oriundos do tecido auricular de P. tigris altaica, foram estabelecidas condigdes 6timas a partir
da determinag@o da curva de crescimento, tendo a sua populagdo duplicado apés 17,2h a partir da fase
exponencial de crescimento celular (Song et al., 2007). Ja no L. pardinus, constatou-se 5,2h como melhor valor
de duplicagdo da populagdo de células derivadas do tecido auricular (Ledn-Quinto et al., 2011). Ainda, Guan et
al. (2010), ao cultivarem células do tecido auricular de P. tigris tigris, observaram um PDT de 28h.

Ja para avaliar a integridade da membrana, o corante azul de Tripan ¢ um dos métodos mais antigos e
simples para determinar a viabilidade (Chan et al., 2015). Por ser uma técnica mais simples, ela ¢ bastante
utilizada para o estabelecimento de fibroblastos de animais silvestres e/ou em vias de extingdo (Guan et al.,
2010).
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Outra metodologia consiste no ensaio da mensuragdo de desidrogenase mitocondrial (MTT; brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5 difeniltetrazolio), em que a funcionalidade das células viaveis pode ser mensurada
(Ledn-Quinto et al., 2014) e ele pode ser aplicado quando se quer avaliar a influéncia de determinados meios
sobre o cultivo in vitro (Leon-Quinto et al., 2011), a influéncia de concentragdo de crioprotetores (Seo et al.,
2011) e as técnicas de criopreservacdo (Ledn-Quinto et al., 2014). Além disso, ¢ utilizado também na
determinagdo de meios e suplementacdes (Leon-Quinto et al., 2011).

Finalmente, para o estabelecimento de células e a criagdo de biobancos, a andlise citogenética também ¢
bastante empregada, avaliando-se principalmente até quantas passagens as células podem ser submetidas sem
sofrer alteragcdes genéticas significativas (Song et al., 2007).

Consideracdes finais

Assim, pode-se observar que o cultivo de células somaticas de mamiferos silvestres tem tomado um
grande impulso, principalmente para conservagdo da biodiversidade por meio da formagdo de bancos de
germoplasma. Nesse contexto, varios aspectos sdo constantemente estabelecidos para a otimizagdo da eficiéncia
dessas células em cultivo. Além disso, o nimero de espécies estudadas ainda ¢é reduzido, comparado ao nimero
de espécies silvestres em risco de extingao.
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